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RESUMO: Introdução: A contaminação bacteriana em concentrados plaquetários (CPs) constitui umproblema crítico devido ao risco de eventos sépticos associados à transfusão. A cultura microbiológica dosCPs apresenta alguns desafios como o volume pequeno do inóculo inicial e o tempo para a liberação doresultado. Neste estudo nós avaliamos o desempenho na detecção da contaminação em 79 amostras deCPs provenientes do Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul de Santa Maria no ano de 2010 por duasdiferentes metodologias. Material e Métodos: Cultura bacteriológica quantitativa: semeadura de 100 µL deCPs em ágar sangue; e marcadores metabólicos: medida de glicose e pH com tiras reagentes. Resultados:Em todas as análises deste estudo a glicose apresentou valores positivos e 91,13% ficou com pH acima de7,5 e 8,87% abaixo de 7,0. No 5º dia 83,55% das amostras apresentaram glicose negativa. Não houvecrescimento bacteriano em nenhuma das amostras que apresentaram pH inicial ácido. A taxa decontaminação bacteriana foi de 1,27% (Staphylococcus epidermidis). Conclusão: Concluímos que osmarcadores metabólicos utilizados não permitiram a detecção da contaminação bacteriana, uma vez quea amostra positiva não mostrou relação com a acidificação do pH e do consumo da glicose.
Descritores: PH; Glicose; Contaminação bacteriana; Concentrados plaquetários; Cultura microbiológica.
EVALUATION OF DETECTION OF BACTERIAL CONTAMINATION IN PLATELETCONCENTRATES USING THE QUANTITATIVE BACTERIOLOGICAL ANDREDUCTION THE CONCENTRATION OF GLUCOSE AND PH
ABSTRACT: Background: Bacterial contamination in platelet concentrates (PCs) is a critical problem dueto the risk of septic events associated with transfusion. The microbiological culture of the PCs presentsome challenges as the small volume of inoculum and time to release of results. In this study we evaluatedthe performance in the detection of contamination in 79 samples PCs from the Blood Center of the Stateof Rio Grande do South of Santa Maria in 2010 by two different methodologies. Methods: Quantitativebacteriological: seeding of 100 µL of PCs on blood agar; and metabolic markers: measurements of glucoseand pH by reagent strips. Results: In all analysis of this study the glucose showed positive values and91.13% remained above pH 7.5 and 8.87% below 7.0. At 5° day 83.55% of the samples were negativeglucose. There was no bacterial growth in any of the samples with initial pH acid. The rate of bacterialcontamination was 1.27% Staphylococcus epidermidis). Conclusion: We conclude that metabolicmarkers used did not allow the detection of bacterial contamination, since the positive sample was notrelated to the acidification of pH and consumption of glucose.
Descriptors: PH; Glucose; Bacterial contamination; Platelet concentrates; Microbiological culture.
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Introdução
Atualmente a infusão de hemocomponentes contaminados por bactérias é uma dasprincipais causas de morbidade e mortalidade entre os receptores.1 Este fato representa umconsiderável problema de saúde pública, especialmente no Brasil.1,2 A contaminaçãobacteriana pode estar presente em qualquer hemocomponente, principalmente emconcentrados plaquetários (CPs), devido à temperatura de armazenamento (20 ­ 24 ºC) quefacilita a proliferação dos microrganismos. Os CPs são os responsáveis pela maior parte doscasos de reações sépticas transfusionais.3,4
Vários procedimentos screening são utilizados na rotina pelos bancos de sangue parareduzir os incidentes da contaminação bacteriana de CPs.2,5­8 Alguns métodos microbiológicostêm sido efetivos na detecção das bactérias presentes nos CPs, porém com o inconvenientede necessitar um grande intervalo de tempo para a liberação do resultado. Além disso, amaioria destes métodos possui baixa sensibilidade para detectar pequenas quantidades deunidades formadoras de colônia por mL de sangue (UFC/mL).5,9
É de consenso que o crescimento bacteriano provoque uma redução nos níveis deglicose e pH nos líquidos biológicos, como por exemplo, nos CPs. Consequentemente, adiminuição da glicose e dos níveis de pH têm sido amplamente utilizados como indicadores depresença bacteriana.10­14 Este teste é um dos métodos sugeridos pela American Association ofBlood Banks (AABB), sendo utilizado em vários países.12 Entretanto, até o momento, nãoconstatamos nenhum estudo brasileiro que utilizasse esta metodologia com a finalidade deinvestigar contaminação bacteriana em CPs.
Desta maneira, visto que a transfusão de CPs contaminados com bactérias pode causarreações transfusionais sépticas com desfechos fatais, a prevenção e/ou a redução daocorrência destas reações constitui um dos maiores desafios enfrentados nos bancos desangue e na medicina transfusional.15,16
Por isso o nosso estudo objetivou investigar a contaminação bacteriana em CPs atravésde duas metodologias: cultura quantitativa e variação da concentração da glicose e dos níveisde pH das amostras provenientes do Hemocentro do Estado do Rio Grande do Sul(HEMORGS), de Santa Maria (RS).
Material e métodos
Coleta e destino das amostrasForam analisadas 79 amostras de CPs de até 24 h as quais foram coletadas noHEMORGS, durante os meses de setembro e outubro de 2010. Não existiram critérios deexclusão, portanto todas as amostras de CPs obtidas nesse período foram incluídas nestapesquisa.
Estas amostras foram provenientes de dois tipos de coleta: 74 CPs obtidos pelacentrifugação do sangue total (plaquetas randômicas) e 5 obtidos pelo método de aférese(plaquetaféreses). Os CPs avaliados neste estudo foram coletados a partir da porção tubulardas bolsas. Cabe relatar que a porção utilizada neste estudo seria desprezada peloHEMORGS, não acarretando desperdício de CPs. Após a coleta as amostras foram
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encaminhadas para o Laboratório de Bacteriologia do Departamento de Análises Clínicas eToxicológicas (DACT) do Centro de Ciências da Saúde (CCS), onde foi efetuado este estudo.
Preparação das amostrasNo laboratório de Bacteriologia as amostras foram manipuladas em cabine de segurançabiológica, classe II, tipo B2. A porção tubular da bolsa de plaquetas foi desinfectada com álcool70% (fricção por aproximadamente 1 minuto).
As duas metodologias realizadas neste estudo foram:
Semeadura em placa de ágar sangue (AS) de carneiro, com contagem (quantitativa).2,17,18Foram semeados 100 µL dos CPs em AS, com o auxílio de pipeta automática, os quaisforam incubados a 35 °C ± 2 °C 5% de CO2, por 24 – 48 h.A análise do crescimento de colônias bacterianas foi feita nas 24 – 48 h após asemeadura. Nas amostras em que houve crescimento de colônias (positivas) foi efetuada asua contagem e o resultado relatado foi em UFC/mL, utilizando fator de multiplicação de 10X.Com as amostras positivas foram realizadas, na sequência, coloração de Gram e identificaçãofenotípica convencional19 e automatizada (MicroScan®­SIEMENS).
Medida do pH e glicose.10­14Aproximadamente 200 µL da porção tubular da bolsa de plaquetas, com o auxílio de seringae agulha estéreis, foram transferidos para um tubo de vidro esterilizado e rosqueado contendo 2 mLde caldo Mueller Hinton (CMH) e incubados por 5 dias a 35 °C ± 2 °C. A glicose e o pH forammensurados com o auxílio de tiras reagentes (Biocolor®­Bioeasy) nas primeiras 24 h após a coleta,em amostra de CPs puro, posterior a adição das plaquetas em 2 mL do CMH e na sequênciaefetuaram­se mais quatro medidas até o quinto dia, com intervalo de 24 h em cada análise.
Com relação à glicose, nesta pesquisa as amostras foram agrupadas como glicose positiva(faixa de 100 ­ 2000 mg/dL) e glicose negativa (inferior à 50 ­ 100 mg/dL); em relação ao pHagrupadas em três níveis diferentes: amostras básicas (acima de 7,5), neutras (7,0 ­ 7,5) e ácidas(abaixo de 7,0).
Também foi utilizado um controle negativo constituído apenas de CMH, que foi manipulado damesma forma que as amostras, com a finalidade de verificar possíveis influências na determinaçãoda glicose e do pH.
Conceitos éticos
O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP)da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob o número 0285.0.243.000­09.
Resultados
Em 1 das 79 amostras (1,27%) houve crescimento bacteriano de incontáveis UFC/mL(método bacteriológico quantitativo), oriunda de CP randômico. Cocos gram­positivos foramvisualizados na microscopia (coloração de Gram), sendo identificados como Staphylococcusepidermidis (metodologia fenotípica convencional e automatizada).
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Nos parâmetros metabólicos concentração de glicose e pH, na metodologia na qual foramutilizadas as fitas de urina, detectamos uma grande variação na concentração da glicosemedida no primeiro e no quinto dia. Em todas as amostras analisadas neste estudo, a glicoseapresentou­se positiva, quando medida na plaqueta pura. No primeiro dia, quando a plaquetafoi semeada no CMH, 92,41% mostrou­se positiva. 62,03% das amostras no segundo diaforam negativas. No quarto e quinto dias em aproximadamente 84% das amostras a glicose foinegativa (Gráfico 1).
Gráfico 1 — Relação da porcentagem positiva ou negativa dos níveis de glicose de todas as amostras analisadas durante arealização diária das suas medidas.
A amostra que apresentou crescimento bacteriano foi glicose positiva no primeiro dia (500mg/dL). Nos segundo, terceiro, quarto e quinto dias a amostra positiva permaneceu comglicose positiva (100 mg/dL). O controle negativo, composto apenas de CMH, mostrou­senegativo durante todas as medidas (primeiro ao quinto dia).
O pH apresentou oscilação nos seus valores, em todas as amostras analisadas (Gráfico2). No primiero dia, 8,86% das amostras (7 de 79) tiveram pH ácido (plaqueta pura sem CMH).A amostra na qual foi isolado o S. epidermidis, teve pH neutro na plaqueta pura e no CMH noprimeiro dia. No segundo dia apresentou­se pH neutro e nos demais dias, pH básico (8,0).Além disso, algumas amostras isentas de microrganismos que inicialmente eram neutras oubásicas tornaram­se ácidas no final da análise.
Gráfico 2 — Relação da porcentagem dos níveis de pH de todas as amostras durante a realização diária das suas medidas.
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Discussão
A contaminação bacteriana das plaquetas constitui o risco de infecção mais comum dastransfusões. A presença de bactérias contaminantes em plaquetas pode desencadear eventossépticos. Os receptores destes CPs transfundidos normalmente são pacientesimunossuprimidos e, portanto mais suscetíveis a infecções bacterianas.4
Atualmente, devido à emergência de episódios de sepse após transfusões de plaquetas,os serviços de hemoterapia juntamente com os órgãos responsáveis pelo controle dequalidade vêm buscando desenvolver e aprimorar técnicas eficientes, práticas e mais rápidasque as bacteriológicas na detecção de bactérias em componentes sanguíneos.
A cultura bacteriana é claramente o método atual de escolha para a detecção dacontaminação bacteriana em plaquetas obtidas por aférese (único doador), porém, estemétodo não tem sido prático para a avaliação dos CPs randômicos.14 O que pode tornar ométodo de cultura microbiológica não realizável numa rotina de banco de sangue, onde háuma grande escala de produção de CPs derivados de sangue total, é devido à elevada mão deobra que depende da quantidade de CPs produzidos e pelo intervalo de tempo necessário parao crescimento bacteriano, diferentemente das amostras de plaquetaféreses, as quais são debaixa produção e direcionadas a determinados pacientes. Por esta razão, desde 2004 a AABBpermitiu o uso de técnicas alternativas para a detecção de bactérias. Esta associação permiteincluir o uso da coloração bacteriana (Gram) e de fitas de urina multi­reagentes para detectar aredução da concentração de glicose e pH causada pelo crescimento bacteriano.12 Além domais, nos países acreditados pelo Food and Drug Administration (FDA), a análisemicrobiológica é preconizada em todas as amostras de plaquetas.12
Já no Brasil, a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) n° 153, de 14 de junho de 2004estabelece que o controle microbiológico seja realizado em apenas 1% das bolsas produzidasou em 10 amostras aleatórias por mês; a escolha deve ser em relação a que apresentar maiornúmero de amostras.20 Esta nossa RDC não preconiza a execução da triagem em toda aprodução mensal e não descreve a metodologia de cultura preconizada para este fim.20
A prevalência da contaminação bacteriana neste estudo foi de 1,27% (1 de 79),semelhante ao estudo anterior por nós realizado no ano de 2009 e início de 2010, no qualdetectamos 1,7% (5 de 292) de contaminação nos CPs do HEMORGS.2 Já Cunha e cols(2006) detectaram uma contaminação menor em CPs, de 0,4% (8 de 2000), em estudorealizado em Goiânia (BRA).1
A taxa de contaminação encontrada em nosso estudo, também quando comparada compesquisas realizadas fora do Brasil, se encontra um pouco maior aos estudos de Walther­Wenke e cols (2010) que encontraram um valor de 0,3% de culturas contaminadas de CPs(169 de 52.243), estudo realizado em centros da Cruz Vermelha na Alemanha.21 E em outrapesquisa efetuada na Fundação do serviço de doação de sangue em Taiwan, Hsueh e cols(2009) obtiveram 0,34% (8 de 2.338) de contaminação em CPs.22
No entanto, quando compararmos a prevalência de contaminação deste estudo com o descritopor Cunningham e cols (1973), realizado em um centro de transfusão no sudeste da Escócia, nossosvalores se encontraram 5 vezes inferior a contaminação relatada (6,3% = 63 de 1000).23
No que se refere aos marcadores metabólicos utilizados, a redução da concentração daglicose a limites não detectáveis, em 62,03% das amostras no segundo dia da análise, e deaproximadamente 84% no final do quarto e quinto dias, poderia sugerir a contaminação das
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mesmas. Portanto, não foi possível estabelecer nenhuma relação da variação da glicose com apresença de bactérias nos CPs, já que a negativação da glicose (83,55%) ocorreu numa taxaaproximadamente 66 vezes superior a prevalência bacteriana encontrada neste estudo(1,27%) não sendo um indicativo de contaminação bacteriana dos CPs. A redução do pHtambém não mostrou ser um parâmetro confiável na mesma detecção, uma vez que inicioucom 8,86% (7 das 79) das amostras com pH ácido; teve o maior pico no quarto dia, com18,99% das amostras com este pH e baixando para 11,39% no quinto dia. Além do mais, aamostra em que foi isolado os S. epidermidis na cultura, não apresentou pH ácido.
Quando comparamos a metodologia do pH e da glicose com a cultura quantitativa,nossos resultados não demonstraram nenhuma relação da diminuição do pH e do consumo daglicose com a presença de bactéria na amostra de plaquetas analisada, estando emconformidade com o estudo realizado por Myhre e cols (1985) o qual também verificou que opH pode diminuir, permanecer inalterado, ou, em alguns casos, até aumentar nas amostrascom crescimento bacteriano.24 Também está de acordo com demais estudos descritos naliteratura internacional, como o executado por Tarrand e cols (2004) na Universidade do Texas(EUA) que afirma que as tiras reagentes são consistentemente insensíveis para detectarcontaminação por S. epidermidis em plaquetas.25
Estudo feito por Clark e cols (2006) na Universidade do Sistema de Saúde da Virgínia(EUA), também compararam os resultados da cultura com o pH e a glicose, e concluíram queas fitas reagentes não identificaram nenhuma amostra que foi positiva pela culturamicrobiológica.14 Na pesquisa realizada por Werch e cols (2002) na Universidade do Texas(EUA), somente 2 de 30 CPs contaminados foram detectados pelas fitas reagentes,correlacionando­se pobremente com a contaminação bacteriana, demonstrando assim umbaixo valor preditivo positivo.11
Wagner e cols (1996) na Cruz Vermelha Americana (EUA) e Burstain e cols (1997) naUniversidade da Carolina do Norte (EUA), também alertam que para as fitas detectarem acontaminação bacteriana por estes dois parâmetros são necessárias altas taxas de UFC/mL,em torno de 107 UFC / mL, o que demonstra sua baixa sensibilidade.10,26 Entretanto, Burstain ecols (1997) afirmam que as tiras reagentes podem ser utilizadas de forma rápida e barata paraa detecção de contaminação bacteriana em CPs.26 Isto é devido que estes testes sãoconsiderados simples, rápidos e de baixo custo, porém, podem apresentar uma altíssima taxade falsos­positivos.27
Os nossos resultados nos permitem concordar com a conclusão de Clark e cols (2006), oqual descreve que nenhuma técnica alternativa, que não a bacteriológica, para a detecção dacontaminação bacteriana em CPs é efetiva.14 Yomtovian e cols (1993) em um estudo efetuadona Universidade da Reserva de Case Western (EUA), e a AABB (2004) relatam que obacteriológico detecta bactérias à níveis de 102 UFC / mL e o bacterioscópico somente quandoos níveis estão em 104 – 106 UFC / mL.12,28 Além disso, a coloração ainda depende da práticado operador para a liberação do resultado, representando, portanto, uma análise nãofacilmente incorporável da rotina diária.14
Com as amostras ensaiadas neste estudo, não houve correlação entre as duasmetodologias utilizadas na detecção da contaminação bacteriana dos CPs. Este estudo foiuma tentativa de avaliar o desempenho de uma nova metodologia (marcadores metabólicos)para investigar este tipo de contaminação, método já referido na literatura internacionaldestacando­se por sua facilidade na execução, pelo curto intervalo de tempo e por seu custoacessível.
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Na prática, a mudança da cor da fita reagente na detecção do pH e concentração deglicose poderia representar uma metodologia rápida e de fácil interpretação por qualqueroperador na rotina dos hemocentros, diferentemente das dificuldades na leitura do método queusa a coloração de Gram e/ou da cultura, a qual necessita de mais tempo para a liberação. Noentanto, nossos resultados demonstraram ser este método não específico e pouco confiávelpara detectar bactérias em plaquetas.
Conclusão
Mesmo que haja melhorias no que se refere ao procedimento anterior à coleta, como porexemplo, na assepsia do local da punção, no questionário de triagem, na realização completado leucograma e entre outros, no Brasil, permanece a necessidade de buscarmosaprimoramento das técnicas existentes e o uso de métodos automatizados para a detecção decontaminantes bacterianos principalmente em plaquetas. Destaca­se, em especial o Bact/Alert,o qual é considerado um sistema de detecção microbiana com tecnologia de ponta,destacando­se por sua alta sensibilidade e especificidade, rapidez e exatidão na obtenção dosresultados e além do mais por 95% de recuperação de microrganismos em até 24 horas. Sóassim, será possível garantirmos maior segurança nas transfusões sanguíneas, já que ospacientes são únicos em suas necessidades.
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